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基础 研究 


丙 泊 酚 下 调 H19 抑制 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 的 迁移 和 侵袭 


白 建 术 , 林 春 水 , 叶 臣 瑾 , 郭 培 培 , 汪 威 
南方 医科 大 学 南方 医院 麻醉 科 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 观察 丙 泊 酚 对 人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 了 19 表 达 量 的 变化 及 其 对 迁移 和 侵袭 能 力 的 影响 。 方 法 体外 培养 人 乳 
腺 癌 MDA-MB-231 细胞 ,随机 分 为 空白 对 照 组 (C 组 ),DMSO 组 (S 组 ),25 hmolL 丙 泊 酚 组 (P1 组 ),50 humolL 丙 泊 酚 组 (P2 
组 ),100 humolL 丙 泊 酚 组 (P3 组 )。 分 别 采 用 RTPCR(TaqMan 探 针 法 ) ` 划 痕 实 验 和 Transwell 小 室 法 ,检测 再 泊 酚 对 各 组 细胞 
H19 表 达 量 ,细胞 运动 能 力 .细胞 迁移 和 侵袭 能 力 的 影响 。 结 果 不 同 浓度 的 丙 泊 酚 (25、50、100 hmolL) 处 理 24ph 后 ， 
MDA-MB-231 细胞 的 H19 表 达 量 下 调 率 分 别 为 :17.83% .37.50% .63.67%(P<0.05) ;细胞 运动 能 力 抑 制 率 分 别 为 :13.46% 、 
36.54% 、46.17% (P<0.05) ;细胞 迁移 抑制 率 分 别 为 :27.93%、57.90% 、76.51% (P<0.05) ; 细胞 侵袭 抑制 率 分 别 为 :25.729% 、 
53.32% 81.43%(P<0.05)。 结 论 丙 泊 酚 可 下 调 人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 H19 的 表达 ,抑制 其 迁移 和 侵 奢 进程 。 
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Propofol suppresses migration and invasion of breast cancer MDA-MB-231 cells by 


down-regulating H19 
BAT Jianjie, LIN Chunshui, YE Huijin, GUO Peipei, WANG Wei 


Department of Anesthesiology, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To explore the effect of propofol on H19 expression, migration and invasion of human breast cancer 
MDA-MB-231 cells in vitro. Methods MDA-MB-231 cells were randomly divided into 5 groups for treatment with basal 
medium, DMSO, or Propofol at concentrations of 25, 50, and 100 nmol/L. H19 expression of the treated cells was assessed with 
RT-PCR, and the changes of cell motility, migration and invasion were evaluated with wound-healing assay and Transwell 
assays. Results Treatment of the cells with 25, 50, and 100 nmol/L propofol for 24 h down-regulated H19 by 17.83%, 37.50% 
and 63.67% (P<0.05), and suppressed cell motility by 13.46%, 36.54% and 46.17% (P<0.05), cell migration by 27.93%, 57.90% and 
76.51% (P<0.05), and cell invasion by 25.72%, 53.32% and 81.43% (P<0.05), respectively. Conclusion Propofol-induced cell 
migration and invasion suppression are partially mediated by down-regulating H19 in MDA-MB-231 cells in vitro. 
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三 阴性 乳腺 癌 具 有 局 部 复发 率 高 远 处 转移 率 高 、 
预后 差 等 临床 特征 ~"。 丙 泊 酚 作为 最 常用 的 静脉 麻醉 
药 , 广 泛 用 于 包括 乳腺 癌 在 内 的 多 种 肿瘤 切除 手术 的 全 
身 麻 醉 , 可 以 抑制 前 列 腺 癌 . 肝 瘤 、. 卵 巢 癌 乳腺 瘤 等 多 
种 肿瘤 细胞 的 侵袭 和 转移 所 。H19 是 最 早 发 现 的 与 肿 
瘤 相 关 的 长 链 非 编码 RNA (ncRNA) 之 一 ,在 胃癌 、 肝 
癌 .膀胱 癌 等 多 种 肿瘤 组 织 中 存在 异常 表达 ,与 肿瘤 细 
胞 的 增殖 侵袭 转移 等 相关 “”。 人 研究 表明 ,H19 的 表达 
量 与 三 阴性 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 的 恶性 程度 呈正 


不 同 浓度 丙 泊 酚 对 乳腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 H19 表 达 
量 的 变化 及 迁移 和 侵 秦 能 力 的 影响 ,为 研究 册 泊 酚 的 搞 
肿瘤 作用 及 其 机 制 提 供 依据 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 株 及 细胞 培养 人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细 
胞 株 是 一 种 三 阴性 乳腺 癌 细 胞 株 ,由 南方 医科 大 学 临床 
医学 实验 研究 中 心细 胞 库 提 供 , 原 细胞 株 购 于 中 国 科 学 


相关 ”"”。 丙 泊 酚 可 否 通 过 影响 H19 在 乳腺 癌 细 胞 中 的 
表达 而 发 挥 抗 肿瘤 作用 ,未 见报 道 。 本 研究 ,通过 观察 
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院 上 海 细 胞 库 , 液 氮 保 存 。MDA-MB-231 细胞 复苏 后 ， 
于 RPMI 1640 培养 基 ( 含 10% 胎 牛 血清 ,1x10: U/L 青 
霉 素 ,100 mg/ 氏 链 霉 素 ) , 置 于 37 % .饱和 湿度 .5% CO， 
培养 箱 中 培养 ;细胞 会 合 达 90% 时 ,0.25% 胰 酶 消化 后 
传代 培养 。 

1.1.2 主要 试剂 及 仪器 丙 泊 酚 (propofol, 批号: 
1001932584, Sigma) 、 二 甲 基 亚 人 砚 (DMSO, 批号: 
D2650, Sigma) 、 结 晶 紫 (批号 :C0075,Sigma); RPMI 
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1640 培养 基 ( 批 号 :C11875500BT,Gibco) 、 胎 牛 血 清 
(批号 :10270-106,Gibco) \ 胰 蛋白酶 (批号 :15050065， 
Gibco) ; Transwell 小 室 ( 批 号 :353097, Corning) 、 
Matrigel Matrix 基质 胶 ( 批 号 :356234, Corning); 
TaKaRa RNA 提 取 ( 批 号 :9767) 试 剂 盒 反 转录 (批号 : 
RR036A) 试 剂 盒 REPCR( 批 号 :RR390A) 试 剂 盒 : 宝 
生物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 ;引物 及 Taqman 探 针 (批号 : 
9301918674,9301918675) 合 成 : 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 
份 有 限 公 司 ;CO; 培 养 箱 (HEPAC CLASS105, 美 国 
Thermo) ; 获 光 定量 PCR 仪 (LightCycle480, 瑞士 
Roche)。 

1.2 方法 

1.2.1 丙 泊 酚 溶液 的 配制 将 丙 泊 酚 深 于 DMSO 中 , 配 
制 成 100 mmolL 的 丙 泊 酚 溶 液 , 而 后 用 无 血清 
RPMI 1640 培养 基 分 别 稀释 成 25、50、100 pmolL; 用 
无 血清 RPMI 1640 培养 基 稀 释 DMSO,DMSO 浓 度 相 
当 于 100 pmol/L 丙 泊 酚 溶液 中 DMSO 的 浓度 。 

1.2.2 实验 分 组 及 丙 泊 酚 的 处 理 取 对 数 生长 期 
MDA-MB-231 细 胞 ,消化 离心 ,用 含 10% 胎 牛 血清 的 


表 1 引物 和 Taqman 探 针 的 序列 


Tab.1 Primer and TaqMan probe sequences 


Oligo name 


Sequence (5' to 3') 


RPMI 1640 培养 基 重 悬 并 接种 于 六 孔 板 中 。 按 随机 数 
字 表 法 ,将 实验 分 为 5 组 :空白 对 照 组 (C 组 ),DMSO 组 
(S 组 ),25 nmol/L 丙 泊 酚 组 (Pl1 组 ),50 pmolL 丙 泊 酚 
组 (P2 组 ),100 pmol/L 丙 泊 酚 组 (P3 组 )。 
1.2.3 方法 和 监测 
1.2.3.1 荧光 定量 PCR(TaqMan 探 针 法 ) 实 验 待 5 组 细 
胞 会 合 达 到 80% 左 右 , 换 无 血清 培养 基 饥 饿 处 理 细 胞 
12h 后 ,给 予 各 组 相应 的 DMSO 或 丙 泊 酚 溶 液 处 理 , 继 
续 培 养 。 将 各 组 细胞 处 理 24 h 后 ,用 RNA 提取 试 剂 盒 
提取 总 RNA 并 用 分 光 光 度 计 测定 其 浓度 和 纯度 ,然后 
用 逆转 录 试 剂 盒 将 RNA 逆转 录 成 cDNA。 随 后 将 所 有 
样本 进行 闯 光 定量 PCR ,分 别 检测 内 参 基 因 和 目的 基因 
的 Ct 值 ,采用 2 法 计算 出 相对 表达 量 , 了 19 表达 量 的 
下 调 率 /%=(1- 相 对 表达 量 )x100%。 引 物 和 Taqman 探 
针 的 序列 ( 表 1) 及 AACt 计 算 方法 如 下 : 

F( 相 对 表达 倍数 )=229 

AACt=ACt( 实 验 组 )-ACt( 对 照 组 ) 

ACt( 实 验 组 )=Ct( 实 验 组 )-Ct( 内 参 ) 

ACt( 对 照 组 )=Ct( 对 照 组 )-Ct( 内参) 


Modification 


HI19 forward primer 
HI19 reverse primer 
H19 TaqMan probe 
ATCB forward primer 
ATCB reverse primer 


ACTB TaqMan probe 


1.2.3.2 细胞 划 痕 实验 待 5 组 细胞 长 满 六 孔 板 底部 时 ， 
用 枪 头 于 六 孔 板 底部 划 痕 ,然后 用 PBS 冲洗 3 次 ,去 除 
划 下 的 细胞 ,给予 各 组 DMSO 或 两 泊 酚 处 理 。 接 着 放 
入 培养 箱 继续 培养 ,24 h 后 取样 拍照 。 细 胞 运动 抑制 
率 /%=(1- 实 验 组 划 痕 缩小 宽度 /对 照 组 划 痕 缩小 宽 
度 )x100%。 
1.2.3.3 Transwell 迁移 实验 待 5 组 细胞 会 合 达 到 80% 
左右 , 换 无 血清 培养 基 饥 饿 处 理 细胞 12h 后 ,给 予 各 
组 相应 的 DMSO 或 丙 泊 酚 溶 液 处 理 , 继 续 培 养 。 将 各 


TCGGCTCTGGAAGGTGAAGCTAGAGGA 


ATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCT 


TGCTGCACTTTACAACCACTG 


ATGGTGTCTTTGATGTTGGGC 


5'6-FAM, 3BHQ1 


GACAGGATGCAGAAGGAGATCACTG 


CGCCGATCCACACGGAGTACTT 


5'6-FAM, 3'BHQ!1 


迁移 抑制 率 /%=(1- 实 验 组 迁移 细胞 数 /对 照 组 迁移 细胞 
数 )x100%。 
1.2.3.4 Transwell 侵 袭 实验 待 5 组 细胞 会 合 达 到 80% 
左右 , 换 无 血清 培养 基 饥 饿 处 理 细 胞 12h 后 ,给 予 各 
组 相应 的 DMSO 或 丙 泊 酚 溶液 处 理 ,继续 培养 。 将 
各 组 细胞 处 理 24h 后 ,消化 离心 ,用 无 血清 培养 基 重 县 
细胞 至 1x10Y9mL ,每 个 Transwell 上 室 的 PET 膜 上 铺 
100 pL Matrigel Matrix 基质 胶 ,其 余 操 作 同 迁移 实 
细胞 侵袭 抑制 率 /%=(1- 实 验 组 侵袭 细胞 数 /对 照 组 


组 细胞 处 理 24h 后 ,消化 离心 ,用 无 血清 培养 基 重 悬 
细胞 至 Sx10ymL ,每 个 Transwell 上 室 加 入 细胞 悬 液 
200 hL, 下 室 加 入 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI 1640 培养 
基 900 LL, 培 养 12h 后 取出 上 室 , 用 棉签 擦 去 上 室 上 层 
未 迁移 的 细胞 ,无 水 甲醇 室温 固定 10 min,0.1% 结 晶 紫 
染色 15 min, 随 机 取 6 个 400x 视 野 显微镜 下 拍照 。 细 胞 


侵 检 细胞 数 )x100%。 

1.2.4 统计 学 处 理 计量 资料 以 均 数 + 标 准 差 表示 , 采 
用 SPSS 13.0 软件 进行 单 因素 方差 分 析 , 各 组 间 多 重 
比较 用 双 侧 Dunnett-t 检验 。 当 P<0.05 时 ,认为 差异 
有 统计 学 意义 。 
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2 结果 
2.1 两 泊 酚 对 MDA-MB-231 细胞 H19 表 达 的 影响 

不 同 浓度 的 丙 泊 酚 溶 液 处 理 乳腺 癌 MDA-MB-231 
细胞 24 h 后 ,MDA-MB-231 细 胞 H19 的 表达 量 明显 降 
低 。 与 C 组 相 比 ,P1、P2、P3 组 细胞 的 H19 表 达 量 下 调 
率 分 别 为 :17.83%、37.50%、63.67%( 各 组 之 间 P<0.05); 
S 组 与 C 组 相 比 无 统计 学 差异 (P>0.05, 图 1)。 


Relative expression of H19 


Group 


图 1 丙 泊 栈 对 MDA-MB-231 细 胞 H19 表 达 的 影响 
Fig.l Effect of propofol on H19 mRNA expression in 
MDA-MB-231 cells. *P<0.05 vs group C; ‘P<0.05 vs 
group Pl1; “P<0.05 vs group P2 group C: Basal medium 
group; group S$: DMSO group; Pl1, P2, P3: Propofol 
groups (25, 50,100 nmol/L). 


2.2 丙 泊 酚 对 MDA-MB-231 细 胞 运动 能 力 的 影响 

不 同 浓度 的 丙 泊 酚 溶 液 处 理 乳腺 癌 MDA-MB-231 
细胞 24 h 后 ,细胞 的 运动 能 力 明显 减弱 。 与 C 组 相 比 ， 
Pl1、P2、P3 组 的 细胞 运动 抑制 率 分 别 为 :13.46% 、 
36.54% .46.17%( 各 组 之 间 P<0.05);S 组 与 C 组 相 比 无 
统计 学 差异 (P>0.05, 图 2)。 
2.3 丙 泊 酚 对 DA-MB-231 细 胞 迁移 能 力 的 影响 

不 同 浓度 的 丙 泊 酚 溶液 处 理 乳 腺 癌 MDA-MB-231 
细胞 24 h 后 , MDA-MB-231 细胞 的 迁移 能 力 明 显 减 
弱 。 与 C 组 相 比 ,P1、P2.P3 组 的 细胞 迁移 抑制 率 分 别 
为 :27.93%、57.90%、76.51%( 各 组 之 间 P<0.05);S 组 与 
C 组 相 比 无 统计 学 差异 (P>0.05, 图 3)。 
2.4 丙 泊 酚 对 MDA-MB-231 细 胞 侵袭 能 力 的 影响 

不 同 浓度 的 丙 泊 酚 溶 液 处 理 乳 腺 癌 MDA-MB-231 
细胞 24 h 后 ,MDA-MB-231 细胞 的 侵袭 能 力 明 显 减 
弱 。 与 C 组 相 比 ,P1.P2.P3 组 的 细胞 侵袭 抑制 率 分 别 
为 :25.72% .53.32% .81.43%( 各 组 之 间 P<0.05);S 组 与 
C 组 相 比 无 统计 学 差异 (P>0.05, 图 4)。 


3 讨论 
肿瘤 的 侵袭 和 转移 是 一 个 复杂 的 生物 学 过 程 , 受 许 
多 基因 和 和 蛋白 的 调控 以 及 其 它 很 多 因素 的 影响 。 目 前 


写 图 2 丙 泊 酚 对 MDA-MB-231 细 胞 运动 能 力 的 影响 
目 Fig.2 Effect of propofol on motility of MDA-MB-231 cells 
3 (Original magnification: x100). 4: Group C; B: Group 5; C: 
号 Group P1; D: Group P2; E: Group P3. *P<0.05 vs group C; ‘P< 
0.05 vs group Pl; “P<0.05 vs group P2 group. 
人 S Pl P2 P3 
Group 


手术 切除 仍然 是 多 数 实 体 肿瘤 的 主要 治疗 选择 ,但 难以 颈 癌 HeLa .骨肉 瘤 HOS .纤维 肉瘤 HT1080 和 黑色 素 瘤 


避免 术 后 复发 和 转移 。 丙 泊 酚 作为 目前 最 常用 于 肿瘤 
切除 手术 的 静脉 麻醉 药 ,其 对 肿瘤 的 影响 受到 了 广泛 关 
注 。Mammoto 等 "首次 提出 丙 泊 酚 可 以 直接 抑制 人 富 


RPMI-7951 细 胞 系 的 侵袭 能 力 。 许 多 研究 表明 , 丙 泊 酚 
对 不 同 肿 瘤 细胞 的 作用 机 制 有 所 不 同 。 丙 泊 酚 通过 抑 
制 A549 肺 腺 癌 上 皮 细 胞 中 基质 金属 蛋白 酶 MMP-2 和 
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MDA-MB-231 细胞 迁移 能 力 的 影响 


图 3 丙 泊 酚 对 


Migrated number 


Fig.3 Effect of propofol on the migration of MDA-MB-231 cells (x400). A: Group C; B: Group 5; C: Group P1; D: Group P2; 
E: Group P3. *P<0.05 vs group C; ‘P<0.05 vs group P1; “P<0.05 vs group P2 group. 


JI 


图 4 丙 泊 酚 对 MDA-MB-231 细 胞 侵袭 能 力 的 影响 


Fig.4 Effect of propofol on invasion of MDA-MB-231 cells (x400). A: Group C; B: Group S; C: Group P1; D: Group P2; E: Group 
了 3. *P<0.05 vs group C; ‘P<0.05 vs group Pl1; “P<0.05 vs group P2 group. 


9 的 表达 ,减弱 细胞 的 侵袭 和 转移 能 力 ;通过 减少 Slug 
的 表达 ,抑制 卵 梨 癌 细胞 的 侵袭 和 转移 上 。 上 述 研究 表 
明 , 丙 泊 酚 可 以 通过 不 同 的 作用 途径 抑制 不 同类 型 肿瘤 
细胞 的 侵袭 和 转移 。 

三 阴性 乳腺 癌 是 峻 激素 受 体 、 孕 激素 受 体 、 人 表皮 
生长 因子 受 体 表达 均 为 阴性 的 特殊 乳腺 癌 , 约 占 乳 腺 癌 
发 病 率 的 15% , 易 转移 . 易 复 发 .预后 差 。MDA-MB- 
231 细胞 是 三 阴性 乳腺 癌 细 胞 中 研究 得 最 多 最 充分 的 
细胞 ,具有 代表 性 。Li 等 的 研究 表明 丙 泊 酚 能 够 通过 


抑制 NF-kB 通路 降低 人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 
MMP 的 表达 水 平 , 从 而 显著 地 抑制 了 乳腺 癌 细 胞 的 迁 
移 和 侵袭 。 研 究 还 发 现 , 丙 泊 酚 能 通过 下 调 NETI1 基因 
的 表达 抑制 人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 的 迁移 "。 我 
们 前 期 研究 表明 , 丙 泊 酚 可 抑制 乳腺 癌 MADB106 细 胞 
的 肺 转移 ,下 调转 移 瘤 组 织 中 MTA1 和 Wantl 的 表达 "”。 
可 见 , 丙 泊 酚 可 抑制 乳腺 癌 细 胞 的 侵袭 和 转移 ,而 且 对 
不 同类 型 的 乳腺 癌 细 胞 ,可 能 有 不 同 的 作用 机 制 。 细 胞 
运动 和 细胞 外 基质 的 降解 是 乳腺 癌 细 胞 侵 秦 转移 进程 
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中 的 关键 步骤 。 本 研究 通过 划 痕 实验 和 Transwel 小 室 
模拟 在 体 三 阴性 乳腺 癌 细 胞 的 侵袭 迁移 过 程 , 发现 
丙 泊 酚 可 明显 抑制 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 的 运动 
能 力 .迁移 和 侵袭 能 力 ,而 且 浓 度 越 高 , 丙 泊 酚 的 抑 
制作 用 越 明 显 , 呈 剂量 依赖 性 。 丙 泊 酚 的 临床 麻醉 
相关 血 药 浓度 单独 应 用 为 25~98 hmoyL5。 本 研究 证 
实 当 丙 泊 酚 浓 度 高 于 25 umol/L 时 即 能 显著 抑制 乳腺 
癌 MDA-MB-231 细 胞 的 侵袭 和 迁移 ,表明 本 研究 所 选 
择 的 丙 泊 酚 细 胞 水 平 受 试 浓度 的 可 行 性 ,量具 有 临床 参 
考 价值 。 

某 些 肿瘤 的 侵袭 和 转移 能 力 与 特定 的 IncRNA 的 
表达 失调 有 关 m5。H19 是 最 早 发 现 与 肿瘤 相关 的 
lncRNA 之 一 。Yan 等 "9 发现 Hl9 通 过 降低 let7 的 生物 
学 效应 ,上 调 c-Myc、Hmga2 和 Imp3 的 表达 来 促进 和 人 卵 
集 癌 细胞 的 迁移 和 侵袭 。H19 还 可 通过 调节 
mir-194-5p 使 其 转 蛋白 AKT2 上调 来 促进 胆 品 癌 细 胞 
的 增殖 ""。 有 学 者 发 现 ,H19 的 表达 量 与 乳腺 癌 细 胞 、 
胃癌 细胞 的 恶性 程度 均 呈 正 相关 * 六。 新 的 研究 发 现 ， 
H19 通 过 调节 下 游 的 miR-675 和 泛 素 连接 酶 E3 家 族 来 
影响 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 的 侵袭 和 转移 能 力 ,上 且 
H19 的 表达 量 与 其 侵袭 和 转移 能 力 呈 正 相 关 "“。 提 示 
下 调 Hl9 在 肿瘤 细胞 的 表达 可 抑制 肿瘤 的 侵袭 和 转 
移 。 我 们 因此 观察 了 丙 泊 酚 对 乳腺 癌 MDA-MB-231 细 
胞 H19 表 达 量 的 变化 及 迁移 和 侵袭 能 力 的 影响 。 研 究 
表明 , 丙 泊 酚 呈 剂量 依赖 性 下 调 乳 腺 癌 MDA-MB-231 
细胞 H19 的 表达 ,从 而 抑制 MDA-MB-231 细胞 的 侵袭 
和 迁移 能 力 。 本 研究 将 H19 对 肿瘤 细胞 的 影响 引入 丙 
泊 酚 的 抗 肿瘤 作用 机 制 的 研究 ,为 探索 丙 泊 酚 的 抗 肿瘤 
作用 及 其 机 制 提 供 新 的 研究 方向 。 

综 上 所 述 ,静脉 全 麻药 物 丙 泊 酚 ,可 剂量 依赖 性 下 
调 人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 H19 的 表达 ,来 抑制 其 
迁移 和 侵 秦 进 程 。 但 丙 泊 酚 通 过 什么 途径 下 调 
MDA-MB-231 细 胞 H19 的 表达 有 待 进 一 步 研 究 。 丙 泊 
酚 应 用 于 乳腺 癌 切 除 手术 ,需要 进一步 的 动物 和 临床 观 
察 作 支持 。 
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